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RESUMEN

El Receptor de Androgenos (RA), es miembro de una superfamilia de
receptores nucleares, necesario para la diferenciacién sexual, desarrollo y
expresion del fenotipo masculino. El gen del RA se localiza en el brazo largo
del cromosoma X (Xql1-12), y abarca mas de 90 Kb del DNA genomico, su
region codificante comprende 8 exones (2757 pb} que al traducirse da como
resultado una proteina de 110-114 kDa, en esta proteina se han identificado
4 dominios diferentes: 1) dominio amino terminal, 2) dominio de unién al
DNA, 3) regién bisagra y 4) dominio de unién a esteroides. Estudios
recientes indican que las mutaciones en el gen del RA estan asociadas con el
Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos (SIA), una alteracion
caracterizada por defectos en la masculinizacién en individuos con cariotipo
46XY, estos defectos pueden originar fenotipos desde el totalmente
femenino (SIA completo) hasta individuos con fenotipo masculino con
ginecomastia, hipospadias y/o infertilidad (SIA parcial).

En el presente trabajo se analizo la region codificante del RA en 3 pacientes
(paciente | con SIA parcial, paciente 2 con SIA completo, paciente 3 con
SIA parcial) mediante las técnicas de polimorfismo conformacional de
cadena simple del DNA (SSCP) y analisis de secuenciacion.

En el paciente ! se identifico una mutacion puntual en el exon C. en esta
mutacion existe una transicion de una adenina por una guanina (G—A) en el
codén 596 implicando una substitucion del aminoacido alanina por treonina.
En el paciente 2, una transversion (C—G) se locaiizé en el exén G, lo que
implicé un cambio de leucina a valina en el codon 830. En el paciente 3, se
encontrd una mutacion puntual en el exon H, la cual resulté en una transicion
(C-T) dando como resultado un cambio de aminoacido en el exon 870
(Ala>Val). Estos resultados demuestran la heterogeneidad clinica,
molecular y funcional del SIA y demuestran el importante papel que
desempeiia la expresion correcta del gen del RA en el dimorfismo sexual y
en el desarrollo del fenotipo masculino.




INTRODUCCION

Androégenos

Los andrégenos son moléculas de naturaleza lipidica de bajo peso molecular
y al igual que todas las hormonas esteroides (progestinas, glucocorticoides,
mineralocorticoides y estrogenos) tienen como precursor esencial el
colesterol. La biosintesis de testosterona a partir del colesterol (Figura 1)
involucra la presencia de 5 enzimas esenciales para su conversion:
CYPI1Al (enzima que rompe la cadena lateral del colesterol), 3-HSD (3-
hidroxiesteroide ~ deshidrogenasa/isomerasa), CYP17 (17a-hidroxilasa),
CYP17 (17,20 liasa), y 17B-HSD (17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa).
Como consecuencia de esta biosintesis la cadena lateral del colesterol se
rompe en 2 etapas y la molécula de 27 atomos de carbono pasa a una
molécula de 19 carbones formando el micleo androstano caracteristico de
todos los androgenos naturales, ademas el esteroide adquiere la
configuracién A*, 3 ceto (Hanukogly 1992; Griffin & Wilson 1998 Lewis &
Lee 1998).

La sintesis de los androgenos se efectiia principalmente en las células de
Leydig del testiculo, v es regulada por la hormona luteinizante (LH) que es
de naturaleza glicoprotéica compuesta de 2 cadenas polipeptidicas
designadas a y B y es liberada por la hipofisis anterior, a su vez la LH es
regulada por la hormona liberadora de gonadotropinas, sintetizada en el
hipotalamo anterior (Reyes-Fuentes & Veldhuis, 1993). La LH se¢ une a
receptores membranales especificos (Koo & col., 1991; Tsai-Moms & col.,
1991), controlando la velocidad de reaccion en la conversion del colesterol a
pregnenolona, se ha observado que esto dltimo constituve el paso limitante
para la formacion de testosterona (Griffin & Wilson, 1998).

Durante el desarrollo embrionario las hormonas esteroides sexuales
contribuyen a la determinacion y diferenciacion del sistema reproductor, asi
como al desarrollo del fenotipo masculino y femenino, en el adulto estas
hormonas permiten el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y
controlan la reproduccion (Evans, 1988).
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Figura 1. Metabolismo de colesterol a testosterona.




El control del desarrollo del fenotipo masculino normal y la regularizacion de
la virilizacién se lleva a cabo por los androgenos testosterona y Sa-
dihidrotestosterona (DHT) (Grumbach & Conte, 1998). Estos andrégenos
promueven la virilizacion normat de la region urogenital en el macho durante
la embriogénesis y mantienen las funciones de los organos sexuales durante
la adolescencia. Fl andrégeno esencial secretado por los testiculos es la
testosterona, la cual controla la diferenciacién de los conductos de Wolff
(epididimo, vasos deferentes y vesiculas seminales), mientras que la DHT
regula Ia diferenciacion de la prostata, el desarrollo del seno urogenital y
viriliza genitales externos (escroto, pene v uretra peneana) (Mooradian &
col., 1987).

Una vez que son sintetizados en los organos esteroidogénicos, los
andrégenos son secretados a la circulacion general, en la sangre la
testosterona para ser transportada se une a proteinas plasmaticas, el
transporte lo efectiian esencialmente la albumina y la globulina
transportadora de hormonas esteroides sexuales. En la sangre de un hombre
normal aproximadamente el 2% de la testosterona es libre (no unida), el
44% se enlaza a globulinas transportadoras de hormonas esteroides sexuales
y el 54% se enlaza a albimina y otras proteinas (Griffin & Wilson, 1998).




Mecanismo de accion de los androgenos

La testosterona entra a la célula por difusién pasiva, donde puede ser
transformada a DHT por la accién de la enzima So-esteroide reductasa
(Andersson & Russell 1990; Wilson & col., 1993). Subsecuentemente, la
testosterona o la DHT se unen intracelularmente a una fosfoproteina, el
receptor de androgenos (RA) (Kemppainen & col, 1992). La union
hormona-receptor induce un cambio conformacional y la transformacion en
el receptor (Pratt & Toft, 1997), asi como una fosforilaciéon adicional de
residuos de serina localizados en el dominio NH; terminal, y la disociacion
del receptor de las proteinas de choque térmico (HSP 90, HSP 70 y P59 las
cuales mantienen inactivo al receptor en ausencia de hormona) y finalmente
la activacién del receptor (Lindquist & Craig, 1988). El complejo hormona-
receptor dimerizado, regula la transcripcion de genes blanco por union a los
elementos de respuesta hormonal que se ubican rio arriba de las cajas TATA
y CAAT (Beato 1989; Quigley & col., 1995). La iniciacion transcripcional
del gen es mediada por un conjunto general de factores de transcripcion
(TFIID, TFIIB, TFIIF, TFIIE, TFIIH, TFIIA), de co-activadores y de la RNA
polimerasa I (Mitchell & Tjian, 1989, Beato & Sanchez-Pacheco, 1996).
Después de su transcripeién y procesamiento, el RNAm viaja al citoplasma
donde se ensambla a ribosomas citoplasmaticos y factores de iniciacion, para
la sintesis de nuevas proteinas (Dever 1999; Liljas 1999: Pestova & Hellen
1999) y, como consecuencia, la induccion de efectos androgénicos (Figura 2}
(Grumbach & Conte, 1998). Se ha observado que la actividad del RA
disminuye con el incremento prolongado de androgenos, lo cual sugiere un
mecanismo de autoregulacion negativo (Wolf & col., 1993).
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Diferenciacién sexual

El programa biologico de diferenciacion sexual se realiza en 3 etapas
sucesivas: 1) Cromosémica, 2) Gonadal y 3) Fenotipica.

El proceso de determinacion se imicia en el momento de la fertilizacion,
cuando un espermatozoide que posee un cromosoma X 0 un cromosoma Y
fertiliza al évocito, que solo porta un cromosoma X, dando como resultado
un macho (XY) o una hembra (XX) (Kofman-Alfaro & col., 1982).

El mecanismo subsecuente de diferenciacion dependera de la presencia de
factores determinantes de la masculinizacién y feminizacion localizados en
autosomas y cromosomas sexuales.

La presencia del cromosoma Y en mamiferos es necesaria para la
diferenciacion testicular de la gonada primitiva, independientemente del
nimero de cromosomas X presentes en el genoma de un individuo (Kofman-
Alfaro & col., 1982; Wame & Zajac, 1998).

La conversion del borde genital en una gonada bipotencial necesita de los
genes SF1, WT1, LIMI y GATA4 (Pritchard-Jones & col., 1990; Wame &
Zajac 1998: Roberts & col., 1999; Swain & Lovell-Badge, 1999). La gonada
bipotencial requiere del gen DAX 1 para el desarrollo del ovario y de los
genes Wnt 4 y Wnt 7 para la diferenciacion de las estructuras miillerianas
(Bardoni & col., 1994; Parr & McMahon, 1998; Swain & col., 1998; Vainio
& col., 1999), la diferenciacion hacia el testiculo requiere del gen SRY en
unién con autosomas como el SOX9 (Wright & col., 1995; da Silva & col,,
1996: Graves, 1997) y el DMT1 (Raymond & col., 1998, Raymond & col.,
1999). El gen SRY (region determinante del sexo en el cromosoma Y) es de
suma importancia en el macho para la formacion de testiculos (Goodfellow
& Lovell-Badge, 1993) (Figura 3).
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Figura 3. Eventos genéticos en la diferenciacién sexual.
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Durante la etapa indiferenciada (bipotencial) el epitelio del borde genital
prolifera, esta capa de epitelio forma los cordones sexuales. En ambas
gonadas XY y XX, los cordones sexuales continuan conectados a la
superficie del epitelio (Rey & Picard, 1998). Durante el desarrollo fetal las
células mesenquimales intersticiales del testiculo se diferencian en las céhulas
de Leydig secretoras de 1a hormona masculinizante, testosterona. Las células
de los cordones testiculares se diferencian en las células de Sertoli, las cuales
secretan la hormona antimiilleriana (HAM) (Rey & Picard, 1998).

En las células de Sertoli se desarrolla notablemente el reticulo endoplasmico
rugoso que caracteriza a las células con capacidad para secretar
polipéptidos. Por otra parte las células de Leydig se caracterizan por tener un
gran desarrollo de reticulo endoplismico liso y la presencia de crestas
tubulares en sus mitocondrias, ambas estructuras son tipicas de células
secretoras de esteroides (Kofman-Alfaro & col., 1982).

En las hembras, las células germinales permanecen en el epitelio de la
gonada, a diferencia de las células germinales en machos, las cuales
continian proliferando hacia la porcion medular conjuntamente con los
cordones sexuales. Estos cordones sexuales migran hacia la porcion medular
y se van formando trabéculas, cada cordon sexual es fragmentado y dara
origen a un cordén seminifero. Los cordones seminiferos quedan conectados
al rete testis y éstos a su vez forman conexiones con los tibulos del
metanefros (Jost & col., 1973; Rey & Picard, 1998).

La formacién del fenotipo masculino involucra {a secreciéon de hormonas
testiculares que promuevan el desarrollo de los conductos de Wolff
(testosterona) y causan la atrofia de los conductos de Miiller (HAM). La
testosterona causa la diferenciacion de los dertvados Wolffianos (epididimo,
vasos deferentes y vesiculas seminales) y permite el desarrollo del escroto y
pene. (Griffin & Wilson, 1998; Grumbach & Conte, 1998). La ausencia
embrionaria de testiculo y por lo tanto de sus productos de secrecion
conducen al desarrollo del fenotipo femenino. La ausencia de hormona anti-
miilleriana permite el desarrollo de los conductos mullerianos en trompas de
falopio, ttero y la porcion superior de la vagina y por otra parte, la ausencia
de testosterona origina la regresion y desaparicion de los conductos
Wolffianos (Kofman-Alfaro & col., 1982). La presencia de un RA funcional
es necesario para la diferenciacion sexual normal (Quigley & col., 1995).
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Receptor de androgenos

Los receptores de esteroides unidos a su ligando, actuan como activadores
transcripcionales intracelulares, por enlace a elementos reguladores de
hormonas en genes especificos para desatar una cascada de eventos
transcripcionales (Yamamoto, 1985; Simental & col., 1991).

El receptor de androgenos es miembro de una superfamilia de receptores
nucleares, agrupado conjuntamente con el receptor de glucocorticoides
(RG), el receptor de mineralocorticoides (RM) y el receptor de progesterona
(RP), un grupo de proteinas relacionadas por su secuencia, que posiblemente
evolucionaron mediante un proceso de duplicacién y divergencia a partir de
un gen ancestral comin (Amero & col., 1992; Thomton & Kelley, 1998).
Este grupo esta relacionado por su alta homologia en su secuencia de
aminoacidos, la cual contiene una region central de unién al DNA que esta
altamente conservada (Evans, 1988) y por su capacidad de activar la
transcripcion de un gen blanco via elementos de respuesta hormonal (ERH),
estos ERH consenso para los receptores nucleares son secuencias muy
similares aunque contienen algunas diferencias (Beato, 1989), se incluye a su
vez una subfamilia de factores transcripcionales nucleares que contienen al
receptor de estrogenos (RE), al receptor de hormonas tiroideas (RTa y
RTP), al receptor de vitamina D y al receptor del acido retindice (Quigley &
col., 1995). Por lo tanto, es posible que estos dos subgrupos se hayan
separado tempranamente por un proceso de divergencia en la evolucion de la
superfamilia de los receptores nucleares a esteroides (Beato & col., 1989).

El DNA complementario (DNAc) que codifica para el RA fue clonado por
Lubahn y colaboradores en 1988 (a), quienes demostraron que el RA
contiene una region de union al DNA conservada rica en cisteinas, y ademas
demostraron la localizacion del RA humano en el cromosoma X, en Xq 11-
12 (Lubahn & col., 1988 b).

El gen del RA esta localizado en el brazo largo del cromosoma X (Xq) de
marsupiales, monotremas y mamiferos euterios, lo cual sugiere que esta
region se ha conservado en estos tres grupos desde hace 150 millones de
aiios a partir de un ancestro comun {Spencer & col.,1991).




El RA es un gen de copia simple y tiene un tamasio de 75 a 90 kilobases
(Kb), la region codificante tiene aproximadamente 2757 pares de bases,
comprende 8 exones que son designados de la A-H o 1-8, estan separados
por intrones algunos de ellos muy grandes (de mas de 26 Kb) (Quigley &
col., 1995). El promotor del gen del RA humano (RAh) carece de las cajas
TATA/CCAAT y potencialmente los elementos reguladores consisten de una
pequefia caja GC, una amplia cantidad de homopurinas y contienen sitios
de union falsos para el factor de transcripcion SPI caracteristico de los
promotores de mantenimiento (Faber & col., 1991; Faber & col., 1993).

El gen del RA codifica para una proteina de aproximadamente 919 amino
acidos (aa) con un peso molecular de 98,845 D. Estructuralmente ¢l RA
comprende 4 dominios funcionales principales: 1) un dominio amino
terminal, 2) un dominio de union al DNA, 3) una region bisagra y 4) un
dominio de union al esteroide (Brinkmann & col., 1989; Quigley & col,
1995) (Figura 4).

E]l dominio amino terminal es codificado por el exon | del gen del RA y
comprende mas de la mitad del receptor (1-537 residuos de aa), es una
region hipervariable comparada con la de los otros micmbros de la familia
de receptores esteroides y es la region menos homaloga en secuencia (Evans,
1988). Contiene un numero amplio de aminoacidos homopolimércos, el que
presenta mds repeticiones en esta region es una poliglutamina de
aproximadamente 212 residuos, y es codificado por la region repetitiva del
triplete potimoérfico CAG, ademas este dominio comprende los 2 sitios de
iniciacion transcripcional (SIT 1y SIT 2) (Quigley & coi., 1993). Este
dominio y el dominio carboxilo terminal actuan para inhibir el transporte
nuclear del receptor no ligado al andrégeno (Simental & col., 1991) y a su
vez este dominio inhibe la dimerizacion del RA y su enlace al DNA en
ausencia del ligando (Wong & col., 1993).

E! dominio de unién al DNA es codificado por los exones 2 y 3, y estd
localizado entre los aa 538 al 627, comprende una region central rica en
cisteinas, 4 residuos de cisteina estan presentes en todos los receptores
nucleares a esteroides, los cuales se enlazan a un i6n de zinc en cada una de
las 2 secuencias, formando estructuras denominadas dedos de zinc. El ién de
zinc es necesario para mantener la actividad del dominio de unién al DNA
(Grumbach & Conte, 1998). El primer dedo de zinc especifica el
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reconocimiento del receptor a los elementos de respuesta a androgenos y es
codificado por el exon 2 y el segundo dedo de zinc es el responsable de
regular la dimerizacion durante su asociacion al DNA y es codificado por el
exén 3. Esta secuencia de residuos de cisteina estd altamente conservada en
los receptores hormonales lo cual revela una significativa similaridad sobre
una divergencia evolutiva (Evans, 1988). El primer dedo de zinc es la region
mas altamente conservada, es relativamente mas hidrofilica y tiene pocos aa
basicos que interactian con el DNA (Honda & col, 1993, Thomton &
Kelley, 1998). El segundo dedo de zinc (COOH terminal) es el menos
conservado, es rico en residuos de lisina y arginina y es altamente basico
(Evans, 1988). Esta region de unién al DNA es absolutamente necesaria para
la activacion transcripcional, dimerizacion y transporte nuclear (Simental &
col.,1991).

La region bisagra es codificada por la porcion 5° del exén 4 y contiene las
sefiales de localizacion nuclear, las cuales modulan la transferencia del RA al
interior del micleo. Esta secuencia se localiza entre los aminodcidos 628 a
657 y contiene caracteristicamente aa basicos (Quigiey & col., 1995).

La region carboxilo terminal es codificada por la porcion 37 del exén 4 y por
los exones 5 al 8; esta secuencia se encuentra localizada en los aa 658 a 919
y comprende el sitio de union al esteroide. La principal funcién del dominio
de unién al esteroide es la especificidad y la alta afinidad de umoén a
androgenos (Quigley & col., 1995) y también su asociacion directa con las
proteinas de choque térmico que mantienen inactivo al receptor (Beato,
1989; Smith & Toft, 1993). El dominio de union a esteroides reprime la
actividad transcripcional en la ausencia de androgenos y de igual forma
regula la capacidad activadora del RA (Jenster & col., 1991, Simental &
col., 1991).

Haciendo una comparaci6n entre el dominio de union al DNA, el dominio de
unién a esteroides y la region bisagra, esta iltima es la de mas baja
homologia entre el RA y los otros receptores nucieares a esteroides (Quigley
& col., 1995).
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Sindrome de insensibilidad a los andrigenos

El sindrome de insensibilidad a los androgenos (SIA) se origina por
alteraciones en el gen del RA que se hereda de manera recesiva ligado al
cromosoma X y se genera en personas con cariotipo 46XY (Hiort & col,,
1996), quienes presentan testiculos bilaterales, regresién normal de los
conductos miillerianos y secrecion normal de testosterona.

El SIA se clasifica tradicionalmente en subgrupos clinicos basados en el
fenotipo de los genitales externos (SIA completo y SIA parcial) o en
subgrupos bioquimicos acorde a la ausencia o presencia de unién de los
androgenos a su receptor, estos estudios son efectuados en fibroblastos de
piel genital mantenidos en cultivo (Sultan & col, 1993; Quigley & col.,
1995).

El SIA completo es un desorden vinculado al cromosoma sexual X. Los
individuos que la padecen presenta un carotipo 46 XY, con testiculos
bilaterales que pueden encontrarse en el abdomen o en el canal inguinal, por
lo que frecuentemente presentan hemias, tienen genitales extemnos
fereninos, en ocasiones con poco desarrollo del clitoris y labios mayores o
menores, ausencia de vello sexual, no presentan itero y solo tienen el tercio
inferior de la vagina, raramente aparecen estructuras de Miller, en algunos
casos existen las trompas de falopio. Desarrollan una excelente feminizacién
en la pubertad, no tienen acné y presentan un desarrollo mamario normal, la
feminizacién de los pechos y del cuerpo aparece en respuesta a la
produccion de estrogenos que se sobrepone a los efectos de los androgenos,
la maduracion del esqueleto es muy similar a la de los hombres normales
(Quigley & col., 1995; Sinnecker & col ., 1997).

El SIA parcial presenta fenotipos muy variables, en algunos casos son
completamente femeninos en la infancia, manifestando evidencias de
respuesta limitada a androgenos en la adolecencia, en otros casos estos
individuos tienen un fenotipo femenino con clitoromegalia media y/o ligera
fusion labial. Como evidencia a la respuesta a androgenos las estructuras de
Wolff se desarrollan de forma variable en las formas de SIA parcial,
dependiendo del grado de sensibilidad/resistencia a los andrégenos, el
epididimo, vasos deferentes y vesiculas seminales varian mucho de forma
desde muy rudimentaria a desarrollada completamente (Quigley & col.,
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1995: Sinnecker & col., 1997).

Los rasgos clinicos comprenden una amplia gama de manifestaciones y
anormalidades en el fenotipo, de igual forma el RA comprende
anormalidades bioquimicas agrupadas en 4 categorias con fundamento en la
union de los androgenos en cultivo de fibroblastos genitales de piel: 1)
enlace negativo al receptor, 2) enlace reducido al receptor, 3) enlace anormal
cualitativo y 4) enlace positivo al receptor (Marcelli & col., 1992).

Usando técnicas de biologia molecular se han identificado una gran variedad
de defectos en el gen del RA en las diversas formas de SIA (Batch & col.,
1992; De Bellis & col., 1992; McPhaul & col.,1992; Quigley & col., 1992;
Hiort & col., 1993; Beitel & col,, 1994). Estos defectos son: 1) defectos
estructurales principales del gen del RA (deleciones completas o parciales
en el gen), 2) defectos estructurales menores del gen del RA (deleciones o
inserciones de 1 a 4 pares de bases), 3) mutaciones de una sola base, la cual
induce 1a formacion de un codén prematuro de terminacion o una alteracion
del empaime en la formacion del RNAm, 4) mutaciones de una sola base, la
cual da como resultado la substitucion de un aminoacido en el receptor y 5)
expansion de un trinuclectido repetido (De Bellis & col., 1994 Quigley &
col., 1995).




OBJETIVO DEL ESTUDIO

Identificar y determinar alteraciones estructurales y/o mutaciones en el gen
del receptor de androgenos (RA) en pacientes con sindrome de insensibilidad
a los andrdogenos.




JUSTIFICACION

El estudio de pacientes con insensibilidad a los androgenos inicid
practicamente hace 50 afios, los anilisis iniciales indicaban que individuos
con cariotipo (46XY) v gonadas (testiculos) masculinas no lograban
virilizarse a pesar de producir hormonas androgénicas de una manera normal.
Con el avance de los estudios bioquimicos se supo que en estos pacientes la
falla radicaba en la ausencia o en el mal funcionamiento de! receptor de
andrégenos. v debido a que era una entidad heredada de una manera recesiva
ligada al cromosoma X, se predecia la presencia del gen del receptor de
androgenos en este cromosoma.

En 1988, dos grupos (Chang & col., Lubahn & col.) publicaron de manera
simultanea la secuencia completa det DNA complementario del receptor de
androgenos humano. Una vez que se tuvo este conocimiento fue posible
estudiar ampliamente el gen en pacientes con insensibilidad a los
androgenos. a la fecha se han identificado mas de 200 mutacicnes diferentes.

Estos pacientes representan modelos naturales en los cuales existen
mutaciones en ¢l gen del receptor de androgenos y el analisis molecular det
gen v la deteccion de alteractones en el mismo, nos ayuda a conocer los
sitios del receptor indispensables para su actividad funcional normat.




MATERIALES Y METODOS
SUJETOS

Se estudiaron 3 pacientes con SIA, los cuales presentaron un cariotipo
masculino 46, XY normal.

Paciente 1: Individuo de 6 meses de edad, presenta una insensibilidad parcial
a la accion de los andrégenos con ambigiiedad de genitales detectada desde
el nacimiento, asi como agenesia del rifion derecho. El rifién izquierdo esta
presente y funciona normalmente. Presenta un falo de 2.1 cm de fongitud,
escroto bifido, gonadas palpables en escroto de mas de 1 cm. Se le realizé
una prueba de estimulacion con enatato de testosterona presentando un
incremento del falo de 0.8 cm de longitud y 0.2 cm de didmetro. El meato
urinario localizado en el periné. No se observa introito vaginal. Los
testiculos con longitud de 1.4 cm y consistencia normal, uretra de tipo
masculino con restos Miillerianos en su porcion prostatica. La relacion
T/DHT(1:5) fué€ normal.

- 5)T56TD&1 <5TD b'ﬂ
%ﬁ&&%&%éé&ﬁé&&

.....

L.} Intersexo
} U Hombre O Mujer
Figura 5. Arbol genealogico del paciente 1 ( T).
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Paciente 2- Individuo de 17 afios de edad presenta insensibilidad completa a
la accién de los androgenos con un fenotipo femenino, glandulas mamarias
en Tanner [V-V, ausencia de vello axilar y pubico, genitales con hipoplasia
de labios menores, no se observa clitoris, agenesia uterina y trompas de
falopio, gonadas presentes en el canal inguinal. Presenta amenorrea primaria,
el paciente refiere tener una hermana de 15 afios que todavia no ha
menstruado, con crecimiento y desarrollo normal. Su arbol genealogico se

presenta en la figura 6.
00

w00

Figura 6. Arbol genealogico del paciente 2 (—)

Paciente 3: Individuo de 24 afios de edad presenta un fenotipo masculino
con ginecomastia bilateral (Tanner III) y disminucion en ta viabilidad de los
espermatozoides {vida media de 24 hrs). Presenta algunos signos de
hipoandrogenismo como voz aguda, ausencia de vello corporal y vello
pibico ginecoide. Presenta niveles normales de testosterona: 8.06 ng/ml
(normal: 3.7 2 9.5 ng/ml), estradiol de 91.95 pg/ml (normal: 10 a 60 pg/ml) y
gonadotropinas dentro de los valores normales. Su arbol genealogico
presenta antecedentes familiares con ginecomastia en 2 tios matemnos

I 4
Lib s m g
}

Figura 7. Arbol genealogico del paciente 3 ( T).

19




Material

Todo el material utilizado fue esterilizado en autoclave o bién se uso
material estéril desechable. Todos los reactivos son grado biclogia molecular
y las soluciones se esterilizaron en autoclave o por filtracion.

EXTRACCION DE DNA

Soluciones:

Solucién Sacarosa-triton 2X
219 g (0.64 M)
Tris base 242 ¢ (0.02M)
MegCl, 203g (001 M)
Triton X100 20ml (2%)
llevara 1 L con H,O dd

Estenilizar por filtracion y guardar a 4°C

Sacarosa

Solucion de Lisis-Nuclear

Tris-Base 121 g (10 mM)
NaCl 234 ¢ (400 mM)
Na;EDTA 0.75 g (2 mM)

llevaral L con H;O dd

Esterilizar en autoclave

SDS 20%
SDS 200 g
H,0dd 1L

Esterilizar por filtracion

Método:

Proteinasa K (5 mg/ml)

Pesar y disolver en H,O dd
NaCl saturado
NaCl 350 ¢

Llevar a 500 ml con H,Odd

Esterilizar en autoclave

EDTA 05M
Na,EDTA
Llevar a pH=8
Llevar a 500 ml con H;O dd

Esterilizar en autoclave

190.1 g

Solucién TE
Tris IM 1.0 mi
EDTA05 M 0.02 ml

Llevar a 100 ml con H,0O dd

Esterilizar en autoclave

1)Se tomaron 10 ml de sangre periférica de individuos normales y de
pacientes con SIA, que inmediatamente se mezclaron con 0.2 ml de

EDTA 0.5 M.
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2) Las muestras se colocaron en hielo.

3) Se adicionaron 25 ml de solucion sacarosa-tritén 2X .

4) Se adicionaron 15 ml de H,O dd y se mezclo por inversion.

5)Se dejo reposar en hielo durante 10 min mezclando varias veces por
inversion.

6) Se centrifugd a 1000 xg por 15 min a 4°C, se decant6 el sobrenadante y se

retuvo el precipitado. Si era necesario se lavaba con 5 ml de solucion de
sacarosa-triton 1X y se centrifugaba en las mismas condiciones.

7)Se adicionaron 3 ml de solucion de lisis-nuclear y se resuspendid el
precipitado.

8) Se adicionaron 108 ul de SDS al 20 % y 100 pl de proteinasa K y se
mezcld.

9) El tubo se incubo a 37°C al menos durante 2 horas.

10)Una vez que se completo la incubacion, la muestra se transfino a tubos
de polipropileno de 15 mi y se le adiciond | mt de una solucion de NaCl
saturada v se agitd vigorosamente por 15 segundos.

11)Se centrifugé a 1000 xg por 15 min a temperatura ambiente.
12)El sobrenadante se transfirid a otro tubo de polipropileno de 15 ml.

13)Se adicionaron 2 volumenes de etanol absoluto y se mezclo por inversion
hasta la evidente precipitacion del DNA.

14)E1 DNA precipitado se saco con una pipeta Pasteur sellada.

15)Se introdujo la punta de la pipeta con el DNA en un vaso de precipitado
lleno de etanol al 70% v se enjuagd moviendo suavemente la punta de la
pipeta durante 30 segundos.

16)Se saco la pipeta del etanol y se permitié que se secara al aire.
17)Se adicionaron 200 pl de solucion TE a un tubo de microcentrifuga.

18)Cuando el DNA se seco en la punta de la pipeta, ésta se metid en la
solucién TE y se permitio que el DNA se desprendiera.

19)El DNA se dejo disolver a temperatura ambiente.

20)El DNA se cuantifico espectrofotométricamente y mediante este método
también se verificd su pureza (260 nm=concentracion y 260/280=relacion
de pureza).
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AMPLIFICACION DEL DNA MEDIANTE LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El gen del RA esta constituido por 8 exones y 7 intrones. El exon A es muy
grande por lo que para su estudio se dividié en 5 segmentos. Los exones del
B al H se amplificaron individualmente usando oligonucleétidos sintetizados
como iniciadores para la sintesis del DNA en la region intrénica adyacente a
la zona de corte y empalme. Los oligonucleotidos se disefiaron de acuerdo a
la secuencia reportada por Lubahn y col. (1989) con algunas modificaciones

(Tabla 1).
Tabla 1. Oligonucleotidos usados para la amplificacion de cada exdn del gen del RAh,
SECUENCIA AMPLIFICA

RAL 5 GCC TGT TGA ACT CTT CTG AGC Exén A |
RA2 GCTGTGAAGGTITGCTGTTCCTCY
RA3 5’CAC AGG CTA CCT GGT CCT GG Exon A 2
RA4 CTG CCTTACACAACTCCTTGGC S
RAS 5'GCT CCC ACT TCC TCC AAG GAC Exdn A 3
RA6 CGG GTT CTC CAGCTT GAT GCG 3°
RAT 5’GCT GCG TAC CAG AGT CGC GACTAC Exon A 4
RAR  CTG GGA TAGGGC ACTCTGCTC ACC ¥
RA9 5°GAC TTC ACC GCA CCT GAT GTG TGG Exén A 5
RAI0 CCAGAACAC AGAGTGACTCTIGCC3®
Ba 5" AGG TTA ATG CTG AAG ACC Exon B
Bb TT TGA TAGGGC CTTGCC A 3’
Ca 3" GTT TGG TGC CAT ACT CTG TCC AC Exon C
Cb CTGATGGCC ACGTTGCCTATG AA 3’
Da 5" GGA GTT TAG AGT CTG TGA CCA GG Exon D
Db GAT CCC CCT TAT CTCATG CTC CC 3°
Ea 5" CAA CCCGTC AGT ACCCAGACTG Exén E
Eb AGC TTC ACTGTCACCCCATCACY
Fa 5" CTC TGG GCT TAT TGG TAA ACT TCC Exén F
Fb GTC CAGGAGCTGGCTTTTCCCTA Y
Ga 5 CITTCAGATCGG ATC CAGCTATCC  ExonG
Gb CTC TAT CAG GCT GTT CTC CCT GAT 3°
Ha 5" GAG GCC ACC TCC TTG TCA ACCCTG Exén H
Hb

GGA ACA TGT TCA TGA CAGACT GTAC 3’
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Método:

Las reacciones (PCR) se efectuaron usando reactivos de Perkin-Elmer en un
volimen total de 25 pi, que contenian DNA gendmico (1.5 )
oligonucledtido cebador 5° (1.5 pM); oligonucledtido cebador 3° (1.5 pM);
mezcla de dNTPs (25 uM); MgCl; (1.5 mM); KCI (50 mM); Tris-HCl pH
8.3 (10 mM); dimetil sulfoxido (4%v/v) y 2.5 U de Taq (DNA) polimerasa
(Ampli-Taq).

Se usé un termociclador Perkin-Elmer modelo 480 con las siguentes
condiciones:

Tabla 2. Temperatura de reasociacion {Annealing).

Temp | Temp 2 Temp 3
l 80°/30seg 94°90seg | -
25 94°/45seg */45seg 72°/45seg
1 94°/45seg */45seg 72°/3min

«Temperatura especifica por exones: Al= 65°C, A2= 65°C, A3= 65°C, B=
58°C, C= 58°C, D= 58°C, E= 58°C, F= 60°C, G= 62°C, H= 60°C.

GELES DE AGAROSA

Soluciones:

Solucion TBE 5X Solucion de carga para DNA
Tris-Base 54¢g Azul de bromofenol  0.25% p/v
Acido Bérico 275¢g Cianol xileno 0.25% piv
EDTAO05M,pH8 20ml Ficol 400 15% plv
llevara | L con H;O dd Disolver en H;0 dd esténl
Esterilizar por filtracion Guardar a temperatura ambiente
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Método:

1}Pesar 1 g de agarosa y disolverla en 100 ml de solucion TBE 1X
mediante calentamiento. Dejar enfriar hasta aproximadamente 40°C y

agregar 0.7 pl de bromuro de etidio, mezclar, vaciar al molde y dejar
enfriar.

2) Transferir el gel de agarosa a una camara de electroforésis horizontal y
agregar solucién TBE 1X suficiente para cubrir el gel.

3)Depositar alicuotas de 5 pl de los productos de PCR obtemdos vy
mezclados con 3 pl de solucion de carga para PCR. En los pozos laterales
depositar marcadores de peso molecular.

4) Correr la electroforésis a 100 Volts.

5) Observar en el transiluminador (Luz UV).




POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA SIMPLE

(SSCP)
Soluciones:
Solucién de carga para SSCP
Formamida 95% viv
EDTA 20 mM
Azul de bromofenol 0.05% p/v
llevar a 100% con H;0 dd
SSCP gel de Acrilamida 8% SSCP gel de Acrilamida 5.4%
70 mi 70 ml 70 ml 70 mi
H,0 dd 2985ml  3689ml 3591 ml 4291 ml
Glicerol 7 ml e 7 ml —————
TBE 5X 14 m 14 mi 14 ml 14 ml
Ac/Bis(29:1) 1866 mi  18.66 ml 126 ml 126 ml
PSA* 10% 0.49 ml 0.49 ml 0.49 ml 0.49 ml
TEMED 25 oy 25 245 ul 245 ul

*«Persulfato de amonio

Con la finalidad de observar la existencia de alteraciones en el RA, se utilizo
la técnica de SSCP descrita originalmente por Orita y col. (1989), a la cual
se le hicieron algunas modificaciones.
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Método:

1) Se amplificaron mediante PCR los exones del RAh tanto de los pacientes
como de los controles normales. Las PCR se efectuaron de la misma
manera antes descrita pero afiadiendo 5 pCi de dCTP marcado en o con
3

P.

2) Se verificé que las reacciones se hayan efectuado, corriendo alicuotas de 5
ul en geles de agarosa al 1%.

3) Se tomaron alicuotas de 2 pl de reaccion y se les agregaron 28 ul de
solucién de carga para SSCP.

4) Se calentaron a 94°C durante 5 min y se depositaron en hielo.

5)Se tomaron 3 pl de cada muestra y se depositaron en geles de
poliacrilamida.

6) Se corrieron a 250 V durante 18-20 h a temperatura ambiente en TBE 1X.

7) Al terminar la electroforésis, los geles se transfirieron a papel 3MM y se
secaron en un desecador (Slab gel dryer, Savant) durante 1 h a 75°C.

8)El gel adherido al papel se coloco en un cartucho con pantailas
intensificadoras y se expuso a una placa para rayos X (X-OMAT, Kodak)
durante 2-3 ha-70°C.

9) Las placas se revelaron y se analizaron.
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SECUENCIACION

A) Purificacién de productos de PCR para secuenciacion

1) Los exones con alteraciones identificados mediante SSCP se amplificaron
nuevamente mediante PCR.

2)Los segmentos amplificados se comrieron en geles preparativos  de
agarosa al 1% (Sambrook 1989), se usé bromuro de etidio para tefir los
nucledtidos vy la electroforésis se efectué a 100 V.

3} Se cortd lo mas pequeiio posible el trozo de gel de agarosa que contenia
el segmento amplificado.

4)El trozo de gel que contenia el segmento de DNA se colocod en una
membrana de dialisis y se adicionaron 400 pl de solucion TBE 1X.

5) Se realizd una electroelucion durante 15 min a 100 volts.

6)El DNA obtenido en TBE 1X se purifico en columnas Centricom 30

(Amicom), para ello se coloco la muestra en la columna y se llevo a2 mi
con HO dd.

7) Las muestras se centrifugaron a 7500 rpm (rotor JA20 Beckman) durante
30 min a 4°C.

8) Se agregaron 2 mi de H,O dd a la columna y se centrifugé en las mismas
condiciones.

9) La columna se invirtio sobre un tubo cénico y se centrifugé a 4000 rpm
durante 5 min.

10)El producto obtenido se cuantificé espectrofotométricamente  y una
alicuota de 5 pl se comrid en geles de agarosa al 1% para venficar la
concentracion y pureza.
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B) Reaccidén

Se efectuaron las reacciones con el estuche de secuenciacién de USB
Corporation (OH, USA). Estas reacciones contenian desoxinucleétidos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) en una concentracion de 0.75 pM cada uno,
didesoxinucleotidos marcados radiactivamente [o-"'P] (ddATP, ddCTP,
ddGTP y ddTTP) aproximadamente 0.225 pCi de cada uno;, DNA
(purificado) 100 ng; oligonucleétido cebador 16 pmol; termosecuenasa DNA
polimerasa 8 U; todo en una solucién Tris-HCl 26 mM a un pHde 95y
MgCl, 6.5 mM. El volumen final fue de 20 pl el cual se alcanzé con H,0 dd.
Las reacciones se sometieron a un ciclo de 80°C durante 30 seg, 94°C/90
seg; 30 ciclos de 94°C/45 seg, [58°C para el exdn C, 62°C para el exon G o
60°C para el exon H]/45 seg, 72°C/45 seg, y un dltimo ciclo similar a los
anteriores pero con la iiltima temperatura de 72°C durante 3 min.

Al terminar las reacciones, se adicionaron a cada tubo 4 pl de solucién para
detener la reaccion (95% formamida, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al
0.05% v cianol xileno al 0.005% FF).

Las muestras se calentaron a 70°C durante 5 min y posteriormente se
llevaron a hielo también por 5 min.

C) Electroforésis

Soluciones:

Solucién TTE (10X)

Tris base 108 ¢
Taurina 36¢g
Na,EDTA-2H,0 2g

H,O0dd LlevarallL

Esterilizar por filtracion o autoclave
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Gel de acrilamida al 6% para secuenciacién

100 ml
Acrilamida 57¢g
Bis-Acril 03g
Urea 42¢g
TTE 10X 10 ml
H,O dd 45 ml
Para60ml........... 600 ul de PSA al 10%, TEMED 15 i

1) Se prepararon geles de acrilamida-urea, se dejaron polimenzar al menos 1
h.

2) Los geles de acrilamida-urea se montaron en las camaras de electroforésis,
se uso como solucion de comda TTE 1X, y se precalentaron a 1800 V
hasta alcanzar 50°C.

3) Se tomaron 3 ul de cada muestra y se depositaron en los geles. Se comé
la electroforésis a 1800 V hasta que llegara al frente la muestra.

4)Los geles se transfirieron a papel 3 MM, y se secaron durante 60 min a
75°C con vacio {Savant).

3)Los geles adheridos al papel 3 MM se expusieron a placas de rayos X,
Bio Max-MR (Kodak) en cartuchos con pantallas intensificadoras. Se
dejaron a temperatura ambiente de 12 a 16 h y se revelaron las placas.

6) Se leyeron las secuencias de los exones estudiados y se compararon con
las secuencias de los controles y de las ya reportadas.
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RESULTADOS

El Andlisis molecular del gen del RA en pacientes diagnosticados
clinicamente con el SIA, se inicid con la amplificacién mediante PCR de
cada exon del gen del RA, los productos obtenidos se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa y comparados con un marcador de peso
molecular (MPM) (Fig. 8 A), los resultados indicaron que todos los exones
del gen del RA estudiados en los pacientes se amplificaron, y su tamaiio fue
el esperado y similar al de los controles normales, con base en lo cual se
descarto una delecion o insercion grande de bases en el DNA.

Posteriormente se analizo el gen del RA mediante SSCP, técnica en la cual
fue muy importante que las muestras se sometieran a electroforésis en dos
diferentes concentraciones de acrilamida (5.4% y 8%) con o sin glicerol al
10%, ya que en algunos geles era mas evidente que en otros el corrimiento
anormal de las cadenas de DNA.

Esta técnica permitié observar que en el paciente | existia una alteracién en
el exén C, a una concentracién de acrilamida de 5.4% agregando glicerol,
como se observa en la figura 8 B, en este mismo gel se estudiaron a dos
parientes de la rama matemna (Py y Pp) que presentaban también vinilizacion
incompleta.

En el paciente 2 se observd alteracion en el patron de migracion
electroforético en el exén G, que se hizo muy evidente al usar en el gel una
concentracion de acrilamida de 5.4% sin agregar glicerol (Fig. 8 B).

El analisis mediante SSCP del paciente 3, permitié ubicar la mutacién en el
exon H, ya que la migracién de la muestra del sujeto afectado en un gel con
5.4% de acnilamida con glicerol al 10% fué muy diferente a la de los testigos
normales (Fig. & B).

Una vez localizadas las alteraciones moleculares en estos pacientes, se
procedid a secuenciar al exdn alterado en cada paciente.
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En el paciente 1, asi como en su hermano y primo, se detecto una mutacion
puntual en el nucleétido 2148 de la region codificante del RA, y consistié en
una transicion (GCC—ACC), este cambio puntual originé al momento de la
traduccion la substitucion de una Alanina por una Treonina en el codén 596

(Fig. 9y 10 A).

En el paciente 2 se determiné la presencia de una mutacion de base simple
en el exon G, que se localiza en el dominio de union al esteroide. Al analizar
la secuencia del exon G, la alteracion consistio en una transversion C—G en
la posicion 2850, esta substitucion cambi6 el codon 830 de CTT (Leucina) a
GTT (Valina), como se observa en las figuras 9 y 10 B.

El analisis de la secuencia de nucleotidos del exén H en el paciente #3,
permitié determinar una mutacion puntual en la posicion 2971, la alteracion
consistié en una transicion C—T. El cambio de nucledtido en el codén 870
del gen del RA originé la substitucion de una Alanina (GCG) por una Valina
(GTG) (Fig. 9 y 10 C). Estos resultados se enlistan en la tabla 2.

Tabla 2. Mutaciones en el gen del RA en pacientes con SIA.

Paciente Exon Basenum  Cambio de base Codon Cambio de aa
1 C 2148 GCC a2 ACC 596  Ala —=Thr
2 G 2850 CTT a GTT 830 Leu - Val
3 H 2971 GCGa GTG 870  Ala —=Val
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(4)

(B)

EXON C EXON G

EXON H

Figura 8. Analisis del gen del RA de pacientes con SIA (P) y sujetos control
(C). Patr6n de migracion del exon H (amplificado mediante PCR) en gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (A). Patron de migracion
electroforética de los exones C, G y H del RA, analizados mediante SSCP en

geles de poliacrilamida al 5.4% (B).
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Figura 9. Mutaciones del RA en pacientes con SEA. Secuencia parcial de ADN de los
exones C, G y H. La posicion del intercambio de la base nitrogenada se indica mediante
un asterisco. EI ADN de sujetos normales sirvio de control (C).
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(A) Dominio de union al DNA

T59% 4 | L R
GK QKY LRKCYEAGMYL

(B) Dominio de unién a los andrégenos

DGLKNQKFFDELRMNYIKELDRIIACK

|

V 830
(C) Dominio de unién a los andrégenos

ITARELHQFTDLLIKSHMVSVDF

|

Vv 870

Figura 10. Representacion esquematica en la substitucion de aa de los 3
pacientes analizados con SIA. Segundo dedo de zinc del dominio de unién al
DNA del RA, substitucion en el aa 596, Secuencia de aa codificada por el
exon C (A). Substitucion en el aa 830, secuencia de aa del dominio de union
a los andrégenos codificado por el exdn G (B). Substitucion en el aa 870 del
dominio de uni6n a los androgenos del RA, secuencia de aa codificada por el
exon H (C).
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DISCUSION

La diferenciacion sexual y el desarrollo masculino dependen de la
produccion normal de andrégenos testiculares y la presencia en las células
blanco de un RA funcional. Las mutaciones en el gen del RA dan como
resultado una amplia gama de anormalidades en el fenotipo sexual de
individuos 46XY. En este estudio identificamos y determinamos las
mutaciones puntuales en la region codificante del gen del RA con la
subsecuente substitucion de su respectivo aa. Esta mutaciones en la region
codificante constituyen cambios en los aa del RA, los que inducen una
alteracién en la secuencia de la proteina (estructura) y por lo tanto una
pérdida de su funcion.

La caracterizacién y clonacién del DNAc que codifica para el RA humano
(Chang & col., 1988; Lubahn & col., 1988 a) ha permitido elucidar los
defectos genéticos que causan los sindromes de insensibilidad a los
andrégenos. Hasta ahora, los estudios efectuados nos indican que existe una
gran heterogeneidad en los defectos moleculares que originan los diferentes
grados de resistencia a la accion de los androgenos.

El analisis molecular de mas de 200 individuos afectados (Gottlieb & col.,
1997) ha permitido observar defectos que van desde la delecion completa
del gen del RA, hasta mutaciones puntuales generalmente ubicadas en la
region codificante del gen.

Las deleciones totales del gen son mas bien raras, hasta ahora sélo se han
reportado dos (Trifiro & col.,, 1991; Quigley & col., 1992). La apanencia
fenotipica (fenotipo nulo) que presentan estos individuos resume las
caracteristicas mas depuradas en cuanto a la resistencia completa a la accion
de los androgenos, incluyendo: un fenotipo completamente femenino con
labios mayores hipoplasicos y presencia de hernias inguinales bilaterales. En
la pubertad presentan un desarrollo mamario normal o aumentado y la
ausencia completa de vello axilar y piibico. Presentan una talla mayor que las
mujeres normales y no desarrollan acne.

La presencia de deleciones que abarcan una gran parte del gen del RA
también se han observado, asi se han visto deleciones del exén C al H
(Brown & col., 1993), del exén D al H (Brown & col., 1988), delecién del
exon B (Quigley & col., 1992), delecion del exon C (Akin & col.,, 1991),
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delecion del exén E o delecion de los exones E, F y G en miembros de la
misma familia (MacLean & col., 1993).

Debido a que este tipo de deleciones causan una aiteracion muy grande en el
gen, los individuos afectados presentan un fenotipo totalmente femenino
(SIA completo), aunque existen 2 excepciones, una es la reportada por Akin
& col. (1991) en donde a pesar de tener delecion del exén D, el individuo
se presenta como un hombre infértil, y el otro caso es en la delecion del
intrén B, que lo informan como un SIA parcial ( Ris- Stalpers & col., 1994).

Cabe mencionar que también se han encontrado deleciones menores (1 a 4
bases) en el gen del RA, estas mutaciones aunque son de menor tamaiio que
las anteriores causan una gran alteracion, ya que pueden cambiar el marco de
lectura del RNAm vy producir una proteina no funcional (Batch & col., 1992).

La gran mayoria de alteraciones encontradas son debidas a mutaciones
puntuales (sin sentido=nonsense), no por esto de menor importancia, ya que
se ha observado que pueden resultar en la formacién de un codén de
terminacion prematuro, lo que hace predecir la formaciéon de una proteina
receptora truncada, el tamaiio de la proteina dependera del sitio en donde se
haya originado la mutacién. Hasta ahora se han reportado 17 mutaciones que
originan esta alteracion, todas ellas han implicado un sindrome de
insensibilidad completa a los andrégenos.

También se ha informado de mutaciones de una sola base en sitios cercanos
a la regién de empalme y corte en la formacion del RNAm, lo que implica un
corte del intron aberrante (Ris-Stalpers & col., 1990, Pinsky & col., 1992;).

Y por Gltimo, se han encontrado mutaciones de unma sola base
(erréneas=missense) que causan una substitucion de aminoacido. Este tipo
de mutaciones son las mas encontradas comunmente en los pacientes con
SIA, y es necesario tener una metodologia adecuada para detectar con fineza
el cambio de una sola base.

El anélisis de las mutaciones puntuales encontradas hasta ahora, muestra que
la mayoria se localiza en el dominio de unién al ligando (exones D, E, F, G y
H), en segundo término se encuentran las localizadas en el dominio de unidn
al DNA (exones B y C) y en el dominio amino-terminal (exén A), la
presencia de este tipo de mutaciones es escasa.
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Ademas, se han podido localizar lugares de alta incidencia mutacional (“Hot
spots™), mutaciones en los codones 615, 774, 840, 855 y 866 han sido
observadas con mayor frecuencia dentro del gen del RA.

Los pacientes estudiados en el presente trabajo presentaron mutaciones
erréneas, una en ¢l dominio de union al DNA y dos en el dominio de unién al
ligando.

En el paciente 1 la mutacién Ala596Thr se localizé en el dominio de union al
DNA en la base del segundo dedo de Zinc (Fig. 10A).

Para funcionar adecuadamente, el complejo hormona-receptor, debe unirse
necesariamente a los genes blanco, y asi dar la sefial de inicio de la
transcripcion. Muy probablemente en este paciente, la union del RA al DNA,
no fue totalmente anulada ya que se desarrollo cierto grado de vinlizacion.
Una mutacion similar en pacientes con con SIA parcial fue informada por
Klocker y col. (1992) y aunque ellos no miden la union del RA al DNA, si
prueban la habilidad del receptor mutante para activar un promotor-hormona-
dependiente en células COS-7 cotransfectadas, observando que el cambio
G—C (2148) reduce en aproximadamente un 70% la habilidad del RA para
activar la transcripcion.

Todos estos datos indican que aunque la mutacion se produjo en un sitio muy
importante, el complejo hormona-receptor si fue capaz de inducir algunas
respuestas androgénicas en este paciente, hecho que se comprueba al inducir
un crecimiento del falo mediante terapia con enantato de testosterona.

En el paciente 2 la mutacién encontrada es una transversion C—G en el
nucledtido 2850 localizado en el exon G, que originé en el paciente un
fenotipo femenino, con ausencia de vello axilar y pibico, desarrollo mamario
en Tanner [V-V e hipoplasia de labios menores, todo esto caracteristico del
SIA completo. La mutacion Leu830Val no ha sido informada hasta la fecha,
sin embargo en el codon 831se han descrito tres diferentes alteraciones (Arg
831Stop, Arg83lLeu y Arg831GIn) que resultaron en SIA completo
(Gottlieb & col., 1999), lo que indica que esta region es de suma importancia
en la funcion del RA.

De esta paciente no fue posible obtener una biopsia de piel para obtener
fibroblastos y probar la unién del RA a su higando marcado radiactivamente,
de esta manera se hubiera podido establecer una relacion entre la mutacion y
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la pérdida total o parcial de unién del androgeno en el dominio de unién, que
es en donde se localizo la mutacion.

La mutacion Ala870Val encontrada en el paciente 3, se encuenfra en una
region del RA involucrada en la union del esteroide al receptor y es
altamente conservada en algunas especies (Spencer & col., 1991).

En el paciente 3 se estudi6 la union de DHT-"H al RA en fibroblastos de
piel, y se observd que la union era similar a la del control
(P#3=34.92fmol/mgp, N=43 21 fmol/mgp), por lo que la mutacion al parecer
no afectd la union del andrégeno a su receptor, esta umoén aunque se
establece, posiblemente no permita una sefial totalmente adecuada para el
inicio de la transcripcion de proteinas andrégeno reguladas. El paciente
presenta como caracteristicas fenotipica, el desarrollo de ginecomastia, voz
aguda y poco vello corporal, asi como espermatozoides con una vida media
baja, los genitales externos del paciente son normales, indicando que la
mutacién no afecta muy severamente la actividad de los androgenos.

La mutacion Ala870Val se observé con anterioridad (Hiort & col,, 1994:
Hiort & col., 1998 ) en pacientes con SIA parcial, estos pacientes a
diferencia del estudiado en este trabajo, si presentan hipospadias. Estas faltas
de similitud en el fenotipo, se han observado en otras mutaciones, por
ejemplo Arg774His, en donde unos pacientes presentan SIA parcial y otros
SIA completo, lo que indica que no necesanamente una mutacion dark un
fenotipo pre-establecido.

El estudio del gen del RA en pacientes con SIA ayuda a conocer los sitios
importantes del receptor para poder efectuar una actividad adecuada como
factor transcripcional.

El RA es una de las pocas proteinas en las cuales una mutacion no pone en
peligro la vida del individuo, pero si se hace muy evidente debido a la
alteracion del fenotipo en el individuo 46XY. Esto da la oportumidad de
observar la gran variabilidad en el tipo de mutaciones que pueden ocurrir en
los genes del humano.
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GLOSARIO

Amenorrea Ausencia de la menstruacion,

Amenorrea primaria  Ausencia del inicio de 1a menstruacion durante la
pubertad. Se genera por la ausencia del desarrollo en la formacion de
los organos reproductores o transtornos glandulares.

Aminoicido  Molécula organica de formula general R-CH(NH,;)COOH
con grupos acidos (COOH) y basicos (NH;) y un grupo lateral R que es
especifico para cada aminodcido en particular.

Autosoma Cromosoma cuya presencia o ausencia no esta asociada
normalmente con la determinacion de las diferencias entre los sexos.

Clitoromegalia Agrandamiento del clitons.

Codon  Triplete de nucledtidos adyacentes en el RNA mensajero que
codifica para un aminodcido especifico cargado en un RNA de
transferencia especifico, o bien para la terminacion de fa traduccion.

Cromosomas sexuales Cromosomas asociados con la determinacion de
las diferencias entre los sexos.

Delecién Alteracion que implica la pérdida de DNA o de parte de un
cromosoma.

DNA  (acido desoximbonucleico) Un dcido nucleico caracterizado por la
presencia de un aziicar de tipo desoxirribosa en cada nucledtido.

Euterios = Mamiferos que presentan un proceso de reproduccion el cual
implica la utilizacién de una placenta que nutre a las crias hasta un
estado avanzado del desarrotlo.

Exén Secuencia de nucledtidos de un gen que se transcribe a RNA
mensajero y se empalma con otras secuencias transcritas que
corresponden a otros exones del mismo gen. Estas secuencias son

traducidas a polipéptidos.

Fenotipo Caracteres que constituyen las propiedades funcionales y
estructurales de un organismo, determinados tanto genética como
ambientalmente.

Gen Unidad del material genético, compuesta por una secuencia de
nucledtidos, que proporciona una funcién especifica, o bien codifica
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para una cadena polipeptidica, o para una secuencia de ribonucledtidos
utilizada como RNA ribosomico o RNA de transferencia.

Ginecomastia Desarrollo excesivo de las glandulas mamarias en el varén,
incluso en cuanto a su funcién.

Hidrofllico Un compuesto o parte de un compuesto que tiene afinidad por
molécuias de agua.

Hipospadias Anomalia en el desarrollo del varon cuya uretra se abre por
debajo y a un lado del pene o en el perineo.

Homologia Presencia de una caracteristica similar, fenotipica o genotipica,
en especies o grupos diferentes, debido a su descendencia a partir de un
ancestrocomun.

Homopolimerico Un polimero compuesto por una serie de radicales
idénticos.

Insercién Presencia de una adicién amplia de pares de bases en el DNA.

Intron  Secuencia de nucledtidos de un gen que se encuentra intercaiada
entre dos exones. Las secuencias intrénicas se elimman del RNA
mensajero.

Marsupiales (Metaterios) Mamiferos que poseen, entre otras
caracteristicas, un proceso de reproduccion durante el cual nacen crias
diminutas que acaban de criarse en una bolsa (marsupio) presente en las
hembras.

Monotremas (Prototerios) Mamiferos cuya caracteristica es poner huevos
y que en la actualidad estan restringidos a Australasia (ormtorrinco y
equidna).

Mutaciéon Cambio en la secuencia de nucledtidos del material genético,
que puede ser por una sustitucion, por insercion, duplicacion, delecion o
inversion.

Oligonucleotidos Polimero formado por uno cuantos nucleétidos.

Polimorfismo Presencia de dos o mas variantes genéticas o fenotipicas en
una poblacién. Habitualmente referido a las variaciones genéticas en las
que la frecuencia de la variedad mas escasa no se mantiene solamente
por mutacion.

RNA (acido ribonucleico) Un acido nucleico, caracterizado por la

presencia de un azucar ribosa en cada nucledtido, cuyas secuencias
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sirven como RNA mensajero, RNA ribosémico y RNA de transferencia
en las células y también como material genético en algunos virus.

Traduccién Proceso de sintesis de proteinas que tiene lugar en el
ribosoma y por el cual se unen diferentes aminoécidos en una cadena de
secuencia particular (polipéptido), utilizando la informacion que aporta
la secuencia particular de codones de un RNA mensajero.

Transcripcién  Proceso por el cual se inicia y se complementa la sintesis
de una molécula de RNA, llevado a cabo por la enzima RNA
polimerasa utilizando un molde de DNA.

Virilizacion Induccién o desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias
masculinas, en especial la aparicion de dichos cambios en la mujer.
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